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台湾 乳白 蚊 肠 道 轩 毛虫 群落 结构 及 
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摘要 : 大 量 著 毛虫 栖息 在 低 等 白蚁 肠 道 内 ,是 白蚁 赖 以 生存 的 共生 微生物 。 不 同 种 类 的 鞭毛 虫 共同 作用 形成 了 一 套 
降解 食物 的 系统 , 为 宿主 提供 营养 和 能 量 。 研 究 凌 毛虫 群落 结构 是 揭示 其 各 组 成 种 类 生理 功能 的 基础 。 利 用 形态 特 
征 进行 物种 鉴定 受 鞭 毛虫 生长 发 育 阶段 、 样 品 制备 方法 等 多 种 因素 的 影响 ， 而 基于 分 子 标记 的 分 子 生 物 学 方法 能 不 
受 这 些 因 素 的 制约 来 研究 复杂 的 微生物 群落 。 本 人 研究 结合 形态 特征 鉴定 和 分 子 生 物 学 方法 人 研究 台湾 乳白 蚁 
Coptotermes formosanus 肠 道 鞭毛 虫 群落 结构 ， 并 对 这 些 方法 进行 了 比较 。 通 过 光学 显微镜 和 扫描 电子 显微镜 进行 形 
态 观察 鉴定 , 确定 了 台湾 乳白 蚁 肠 道 内 的 3 PER, 分 别 为 伪 氢 发 虫 Pseudotrichonympha grassi, 4 88 -E; R 
Holomastigotoides mirabile MEH RH, Spirotrichonympha leidyi, 18S rDNA 文库 限制 性 片段 长 度 多 态 性 分 析 较 形态 鉴定 
能 够 反映 群落 更 复杂 的 物种 多 样 性 。 利 用 光学 显微镜 进行 细胞 计数 较 18S rDNA 文库 克隆 数 能 更 准确 地 反映 各 种 闭 
毛虫 数量 , 每 头 工 蚁 肠 道内 平均 含 伪 披 发 虫 780 +179 头 , 全 鞭毛 虫 1 630 +391 头 , JERAR 2 950 € 1003 头 。 本 研 
究 建立 了 光学 显微镜 形态 鉴定 和 18S rDNA 分 子 标记 相 结 合 调查 鞭毛 虫 多 样 性 和 数量 的 方法 , 为 进一步 研究 白蚁 肠 
道 共 生生 物 的 功能 芮 定 了 基础 。 

关键 词 : 鞭毛 虫 ; 台湾 乳 日 蚁 ; 群落 结构 ; 形态 鉴定 ; 分 子 标记 ; 18S rDNA; 限制 性 片段 长 度 多 态 性 

中 图 分 类 号 : Q959.1; Q968 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 0454-6296 (2011 )10-1140-07 

Flagellate community structure in Coptotermes formosanus ( Isoptera: 


Rhinotermitidae) and a comparison of three study methods 

XIE Lei, LIU Ning, HUANG Yong-Ping, WANG Qian* ( Key Laboratory of Insect Developmental and 
Evolutionary Biology, Institute of Plant Physiology and Ecology , Shanghai Institutes for Biological Sciences, 
Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200032, China) 

Abstract: A large number of flagellates live in the intestine of lower termites, which is vital for the survival 
of host termites. Different species of flagellates form a food digestion system to provide nutrients and energy 
for the host. Studies on the community structure of flagellates will provide the basis for elucidating the 
physiological functions of each member. Species identification based on morphological characteristics is 
influenced by the flagellate growth and developmental stages, sample preparation methods and other factors, 
but molecular biological methods based on molecular markers can avoid these drawbacks in studying 
complex microbial communities. In this study, the community structure of flagellates in the gut of 
Coptotermes formosanus was investigated with molecular biological methods combining with morphological 
characteristics. Three methods were also compared in studying community structure. Three species of 
flagellates ( Pseudotrichonympha grassii, Holomastigotoides mirabile, and Spirotrichonympha leidyi) were 
identified by optical and scanning electron microscopic observation. Compared with | morphological 
identification, 18S rDNA restriction fragment length polymorphism analysis can reveal more species 
diversity. Cell counting under optical microscopy is more accurate than 18S rDNA analysis in investigating 
the amount of each flagellate. The average number of flagellates per termite worker was 780 + 179 for P. 
grassii, 1 630 x 391 for H. mirabile, and 2 950 + 1 003 for Spirotrichonympha leidyi. This study established 
a method of combining optical microscopy observation with 18S rDNA analysis to investigate intestinal 
flagellate community, which is the foundation to clarify the biological functions of the gut symbionts. 
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日 蚁 是 等 翅 目 的 社会 性 昆虫 , 分 为 7 个 科 。 根 
据 日 蚁 肠 道 内 是 否 含有 凌 毛 忠 , 可 将 其 分 为 低 等 日 
蚁 和 高 等 日 蚁 两 类 , 7 个 科 中 有 6 个 科 的 白蚁 属于 
低 等 白蚁 (Kambhampati and Eggleton ，2000 ) 。 人 台湾 
SL EAS. Coptotermes formosanus Ti:Jgi T = E4 URL ER [IX 
FARN, 在 漫长 的 进化 过 程 中 白蚁 与 其 肠 道 微生物 
形成 了 密切 的 共生 关系 。 日 蚁 为 肠 道 微生物 提供 稳 
定 的 食物 来 源 和 肠 道 内 环境 作为 栖息 地 , 反之 肠 道 
微生物 为 窒 主 提供 营养 和 能 量 ( 陈 虹 等 ,2005; 杨 
红 等 , 2006 ) 。 共 毛虫 的 存在 对 日 蚊 的 生存 至 关 重 
要 , 去 除了 织 毛虫 的 日 蚁 不 能 利用 纤维 素 类 物质 作 
为 食物 , 在 10 ~20 d 内 即 死亡 ( Cleveland，1924 ) 。 
研究 证 实 凌 毛虫 的 生理 功能 主要 有 降解 纤维 素 、 发 
酵 产 生 乙 酸 以 及 通过 鞭毛 虫 细胞 内 的 细菌 为 白蚁 提 
供 含 须 物质 ( 杨 天 赐 等 , 2006; PROC, 2010), 

大 多 数 从 低 等 白蚁 肠 道内 发 现 的 著 毛 虫 特异 地 
共生 于 日 蚊 和 木 食性 蜂 螂 肠 道内 ，Yamin (1979) 根 
据 形 态 特 征 从 205 种 低 等 日 蚁 肠 道中 鉴定 了 434 种 
HER, 并 将 这 些 鞭 毛虫 分 为 3 X, 即 毛 滴 虫 目 
( Trichomonadida) ., #8 #8 H ( Hypermastigida ) 和 馈 
滴 虫 目 (Oxymonadida) 。 在 低 等 白蚁 容量 不 到 1 uL 
的 后 肠 中 ,鞭毛 虫 的 总 体积 可 以 占 到 后 肠 容量 以 
9096 , 数量 可 以 达到 3.3 x 105 ~13 x 10 3E (Lai et 
al., 1983; Yoshimura, 1995), RE ARDENNE 
AKGEHISCE m, 但 大 部 分 鞭毛 虫 至 今 还 不 能 进行 
体外 培养 , 阻碍 了 对 它们 的 深入 研究 。 尽 管 早 在 一 
个 世纪 前 就 开始 对 日 蚁 肠 道 鞭毛 忠 种 类 进行 了 人 研 
R, 但 是 大 部 分 研究 集中 在 发 现 和 描述 鞭毛 虫 新 
种 ,而 缺乏 把 这 些 著 毛虫 进行 系统 地 分 类 。 其 中 一 
些 对 鞭毛 虫 形态 特征 的 描述 也 不 尽 详细 , 对 物种 鉴 
定 造成 了 一 些 不 便 (Cleveland, 1923 ) 。 同 一 种 鞭毛 
虫 因 其 处 于 不 同 的 生长 发 育 阶段 在 形态 上 差异 明 
显 , 也 对 其 物种 多 样 性 研究 造成 困难 。 处 于 不 同时 
期 的 细胞 具有 不 同 的 大 小 , 例如 伪 披 发 忠 
Pseudotrichonympha grassii 是 台湾 乳白 蚁 肠 道 内 体型 
最 大 的 鞭毛 虫 , 其 细胞 长 度 范围 从 150 ~ 300 um 不 
等 ,宽度 也 在 50 ~ 120 um 范围 内 (Lai et al., 1983; 
Yoshimura, 1995) 。 其 次 , 在 不 同 的 生理 状况 下 (如 
分 裂 生殖 时 ) 诸 毛 忠 也 具有 不 同 的 细胞 形态 。 用 不 
同 的 缓冲 液 处 理财 毛虫 进行 观察 时 ， 盐 浓度 和 样品 
制备 方法 也 可 能 改变 一 些 形 态 特 征 。 这 些 因素 造成 
了 通过 形态 特征 鉴定 鞭毛 虫 的 不 便 。 

近年 来 分 子 生物 学 方法 在 生态 学 领域 的 应 用 为 
研究 对 毛虫 提供 了 一 种 非 培养 且 不 依赖 形态 特征 的 


新 途径 , 增强 了 我 们 解析 这 种 复杂 微生物 群落 的 能 
力 。 分 子 生物 学 方法 具有 灵敏 度 高 、 不 需要 活体 样 
本 、 不 需要 分 离 培养 并 且 可 以 获得 物种 特异 基因 信 
息 的 特点 (Medlin and Kooistra, 2010) 。 用 于 生态 学 
研究 的 分 子 标记 主要 包括 核糖 体 小 亚 基 ( 真 核 生物 
为 18S rDNA, 原核 生物 为 16S rDNA)、 上 甘油 本 -3- 克 
酸 脱氧 酶 、 烯 醇化 酶 、a- 微 管 蛋白 和 B- 微 管 蛋 白 
( Gerbod et al., 2004; Ohkuma et al., 2007) , HÆ 
5m 18S rDNA 基因 因 其 高 度 不 保守 性 , 广泛 地 应 用 
于 著 毛 虫 分 子 生 态 研 究 中 (Ohkuma et al., 2007), 
通过 PCR 的 方法 从 微生物 总 DNA 中 扩 增 出 该 基因 
HE, 再 结合 变性 梯度 凝 胺 电泳 (denaturing gradient 
gel electrophoresis, DGGE ) 、 末 端 限 制 性 片段 长 度 多 
态 性 (terminal restriction fragment length polymorphism, 
TRFLP) zX f£& $t B2 W Ff SE 4p T- 4: 9I 5E 2r iE, 18S 
rDNA 能 够 揭示 微生物 群落 的 物种 多 样 性 和 相对 数 
量 ( Nakajima et al., 2005; Tanaka et al., 2006; 
Amaral-Zettler et al., 2009; Stoeck et al., 2009; 
Husseneder, 2010) , 

Ohkuma f ( 2000 ) JH] FH T MEREM S EFLA RN 
C. formosanus ji rp 4) A EERE BENRA 
扩 增 了 其 18S rDNA 序列 , 构建 了 它们 之 间 的 进化 
关系 ,Noda 等 (2007 ) 用 同样 方法 获得 的 序列 证 明 
了 白蚁 和 鞭毛 忠 之 间 存 在 共 进 化 关系 。 虽 然 在 低 等 
日 蚁 中 有 通过 18S rDNA 序列 比 对 来 研究 鞭毛 忠 系 统 
发 生 和 系统 进化 关系 的 报道 ( Keeling et al., 1998; 
Ohkuma et al., 1998) , 但 至 今 为 止 还 没有 应 用 分 子 标 
记 解 析 白 蚁 肠 道 甘 毛虫 群落 结构 的 相关 人 研究 。 

为 了 比较 光学 显微镜 形态 鉴定 及 细胞 计数 , 扫 
描 电 子 显微镜 形态 鉴定 和 18S rDNA 元 隆 文库 限制 
性 厂 段 长 度 多 态 性 ( RFLP ) 分 析 3 种 方法 在 研究 低 
等 日 蚁 肠 道 暑 毛虫 群落 结构 中 的 优 缺 和 点, 以 及 建立 
基于 分 子 标记 快速 租 选 鞭毛 虫 种 类 多 样 性 的 方法 ， 
本 人 研究 通过 上 述 3 种 方法 调查 了 台湾 乳 日 蚁 肠 道 凌 
毛虫 的 群落 结构 , 并 对 所 得 结果 进行 了 比较 ; 利用 
18S rDNA 基因 作为 分 子 标记 , 构建 了 鞭毛 忠 18S 
rDNA EXE, 对 克隆 进行 RFLP 分 型 和 序列 分 析 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

日 蚁 采 目 上 海 郊区 , 通过 兵 蚁 形态 鉴定 和 线 粒 
体 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 开 基因 序列 比 对 确定 该 白 蚊 
Atri ssi. EBEUEIRE 25 + 1Y ,相对 湿度 
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65% +1% 条 件 下 进行 避 光 饲养 ,以 松木 块 搭建 巢 
穴 并 作为 食料 。 仅 选取 工 蚁 品级 进行 后 续 实 验 。 
1.2. 化 学 试剂 

Solution U (2. 164 g NaCl, 0. 773 g NaHCO,, 
1.509 g Na4,C.H;O, : 2H50, 1.784 g KH, PO, , 0.083 g 
CaCl,, 0.048 g MgSO, TATE Y 1 L KAK, 过渡 除 
P) (Cleveland, 1924); Ex Taq DNA R & Ni. 
DL2000 DNA 分 子 量 标准 物 、pMD18-T 载体 、 限 制 
性 内 切 酶 Boe 亚 均 购 目 TaKaRa 公司 ; 胶 回 收 试剂 
盒 购 和 目 Omega 公司 ; KITA Escherichia. coli Top10 
由 本 实验 室 保存 ; 引物 由 上 海 生 工 生 物 工程 技术 服 
务 有 限 公司 合 成 。 
1.3 鞭毛 虫 显 微 镜 观 察 及 计数 

将 台湾 乳白 蚁 工 蚁 用 75% 乙醇 和 灭 菌 水 分 别 
漂洗 1 min 除去 体 表 微 生物 , HKA AH ARNI 
首 ,， 用 尖 头 狠 子 将 整个 肠 道 从 腹部 最 后 一 个 体 处 
取出 。 用 解剖 针 刺 破 后 肠 膨 大 部 分 肠 壁 , 立即 浸没 
在 含有 100 uL Solution U Bj 1. 5 mL 离心 管 中 , 置 
于 冰 上 。 细 胞 计数 在 显微镜 下 统计 血细胞 计数 板 
(XB-K25, ， 上 海 求 精 生化 试剂 仪 锋 有 限 公 司 ) 3 mm x 
3 mm x0.1 mm 体积 内 各 种 鞭毛 虫 数量 , 再 按照 肠 道 
内 容 物 总 体积 计算 鞭毛 虫 总 数 。 一 共 对 30 k TRA 
道 甘 毛虫 分 别 进行 了 显微镜 观察 和 细胞 计数 。 
1.4 轩 毛 虫 扫描 电镜 观察 

台湾 乳 日 蚁 肠 道内 容 物 提 取 步 又 同 1.3, 内容 
物 浸没 在 含 终 浓度 2.5% (v/v) KIRK Solution U 
中 国定 过 夜 。1% OsO, 固定 1 h 后 用 浓度 分 别 为 
30% , 50% , 70% , 80% , 9096 和 100% (v/v) HJ Z 
醇 进 行 梯度 脱水 。 样 品 经 CO, Hl ACT E. NEA 
后 , 在 JSM-6360LV 型 扫描 电子 显微镜 下 进行 观察 。 
1.5 肠 道 总 DNA 的 提取 

台湾 乳 日 蚁 肠 道 提取 步骤 同 1. 3, 将 100 头 兵 
蚁 肠 道 浸没 在 含有 500 pL PBS WRAK AP, 
充分 匀 浆 后 将 匀 浆 液 转 移 至 1.5 mL 离心 管 中 , 5] 
浆 需 用 200 uL PBS 冲洗 ,冲洗 液 合并 到 离心 管 中 。 
用 酚 - 氧 仿 法 提取 肠 道 总 DNA。 提 取 的 总 DNA 用 分 
光 光 度 计 进行 浓度 和 质量 检测 。 
1.6 18S rDNA 文库 构建 

以 1.5 制备 的 DNA 为 模板 进行 PCR 反应 。 扩 
增 用 的 引物 对 为 Eukl9. 5'-AYYTGGTTGAT 
YCTGCC-3'; Eukl772; 5'-CBGCAGGTTCACCTAC- 
3'。 简 并 碱 基 B 代表 碱 其 G, T m C, MIIA Y 
代表 碱 基 C 或 T。PCR 扩 增 体系 为 :50 kL 反应 体 
系 中 ddH,O 37.7 uL; Ex Taq Buffer 5. 0 uL; dNTP 


Mixture 4. O uL; DNA (10 ng/uL)1 uL; Eukl9 1.0 
uL; Eukl772 1.0 pL; Ex Taq0.3 uL, PCR 扩 增 条 
件 为 : 94% 变性 4 min; 94% 变性 30 s, 55C 退火 
30 s, 72C 延伸 2 min, 25 个 循环 ; 72% 延伸 10 
min, PCR 产物 经 196 Ji ll Be GE e Eyka, 割 取 长 
BE25 1 700 bp B5 2& sf xi fy Je DE uc, 回收 产 物 与 
pMDI8-T 载体 160 ERIK. EIT H E EE. 
coli Top10 感受 态 细 胞 后 涂 布 于 含 IPTG 和 X-Gal 的 
氮 下 平板 上 堵 养 16 h, H A C58 v6 BE JE Wj k 96 
孔 板 进行 后 续 实 验 。 
1.7 酶 切 分 型 

以 挑 取 的 单 克 隆 为 模板 扩 增 18S rDNA dí A Fr 
段 , 扩 增 条 件 同 1. 6。 用 具有 四 碱 基 识 别 位 点 
(GGCC) 的 限制 性 内 切 酶 Boe 焉 酶 切 PCR 扩 增 产 
物 , 以 产生 具有 长 度 多 态 性 的 酶 切片 段 。 酶 切 反 应 
体系 为 :ddH,0 2.9 pL; PCR 产物 6.0 uL; buffer M 
1.0 uL; Haelll 0.1 uL, — 10 uL 反应 体系 ,于 
37C 水 浴 2h, 产物 经 2% PIER SE D FB, UC DU IE 
条 带 多 样 性 。 
1.8 序列 分 析 

挑 相同 RFLP 带 型 各 3 个 克隆 进行 测序 , 测序 
结果 去 除 载体 和 引物 序列 后 在 NCBI 进行 Blastn [i] 
源 序 列 比 对 (http://blast. ncbi. nim. nih. gov/) 。 采 
用 MEGA 5.03 进行 18S rDNA 聚 类 分 析 , 构建 NJ 
进化 树 , 每 节点 设 500 次 目 举 检测 。 
1.9 数据 统计 与 分 析 

确定 某 一 RFLP 带 型 属于 哪 种 鞭毛 虫 后 ,以 每 
种 剖 型 所 代表 的 死 隆 数 计算 鞭毛 虫 的 相对 数量 。 将 
细胞 计数 和 18S rDNA 分 析 获 得 的 各 轩 毛 虫 数 以 伪 
披 发 里 头 数 为 基数 进行 均一 化 处 理 ， 比 较 两 种 方法 
所 反映 的 鞭毛 虫 相 对 数量 。 用 Prism 4 进行 数据 统计 
分 析 , 计算 细胞 计数 获得 各 结 毛 虫 数量 的 平均 值 和 
标准 偏差 以 及 18S rDNA 分 析 获 得 的 各 英 毛 虫 数 量 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 基于 光学 显微镜 和 扫 反 电镜 方 法 的 鞭毛 虫 形 

在 光学 显微镜 下 能 清楚 地 区 分 台湾 乳 日 蚁 肠 道 
内 3 种 町 毛虫 (图 1) 。 伪 披 发 虫 是 台湾 乳 日 蚁 肠 道 
内 细胞 体积 最 大 的 鞭毛 虫 , 呈 纺 锥 形 , 长 度 大 约 在 
150 ~250 jum 之 间 , 前 端 具有 明显 的 吧 状 结构 ， 细 
胞 周围 分 布 有 鞭毛 , 与 Noda 等 (2005 ) 结果 相同 ; 
全 鞭毛 虫 Holomastigotoides mirabile 是 细胞 体积 居中 
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的 鞭毛 虫 , 呈 卵 形 长 度 大 约 在 50 ~ 150 pm 之 间 ， 
细胞 周围 分 布 有 鞭毛 ; 旋 披 发 虫 Spirotrichonympha 
leidyi 是 细胞 体积 最 小 的 鞭毛 虫 , 呈 两 端 大 小 差异 
明显 的 锥 形 , 长 度 大 约 在 20 ~50 um 之 间 , MEN 
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绕 在 细胞 表面 形成 螺旋 状 著 毛 币 , 细胞 周围 分 布 有 
凌 毛 ,与 Yoshimura(1995) 结果 相同 。 在 扫描 电子 
显 微 匀 下 ,由 于 鞭毛 虫 体 表 鞭毛 的 遮挡 ， 只 能 从 细 
胞 大 小 和 形态 上 区 分 3 PER, 


图 1 台湾 乳白 蚁 肠 道 鞭毛 虫 形态 鉴定 
Fig.1 Morphological identification of flagellates in the gut of Coptotermes formosanus 
A, B, C: 普通 光学 显微镜 观察 Optical microscopic observation; D, E, F: 扫描 电子 显微镜 观察 Scanning electron microscopic observation. A, D: 
伪 披 发 虫 Pseudotrichonympha grassii; B, E; 全 鞭毛 虫 Holomastigotoides mirabile; C, F; 旋 披 发 虫 Spirotrichonympha leidyi. 


2.2 上 肠 道 鞭毛 虫 数量 

对 30 头 台湾 乳白 蚊 工 蚁 肠 道 甘 毛虫 数量 进行 
了 统计 , 伪 披 发 虫 的 数量 为 780 +179 头 , THER 
1 630 +391 头 , 旋 披 发 虫 2 950 +1 003 头 。 细 胞 体 
积 最 大 的 伪 披 发 虫 数量 相对 较 少 ， 而 细胞 体积 最 小 
的 旋 披 发 虫 数 量 较 大 。 以 数量 最 少 的 伪 披 发 虫 头 数 
为 基数 , 各 鞭毛 虫 头 数 的 比值 为 伪 披 发 虫 :全 鞭毛 
虫 : 旋 披 发 虫 =1.0:2.1:3.8( 图 3)。 每 头 合 湾 乳 日 
蚁 肠 道 内 鞭毛 虫 总 数 为 $ 360 +1 447 头 。 
2.3 18S rDNA RFLP 分 型 

以 96 和 孔 板 中 每 个 也 内 茵 液 作为 模板 进行 PCR 
扩 增 , PCR 产物 经 Beue 亚 酶 切 2 h 后 进行 琼脂 糖 凝 
胶 电 泳 检测 。 酶 切 后 可 清楚 的 辨认 产生 4 种 带 型 ， 
结果 如 图 2 所 示 。 带 型 I 由 一 条 约 600 bp 的 条 带 
和 一 条 约 500 bp 的 条 市 组 成 ; "rr A3 IL B — 2 2] 500 
bp 的 条 带 、 一 条 约 350 bp 的 条 带 和 一 条 约 200 bp 
的 条 融 组 成 ; 带 型 五 由 一 条 约 500 bp 的 条 带 、 一 条 
约 350 bp 的 条 带 、 一 条 约 280 bp 的 条 带 和 一 条 约 
200 bp 的 条 带 组 成 ; "s 73 IV 由 一 条 约 600 bp 的 条 
AH. —2&2 370 bp 的 条 带 、 一 条 约 300 bp 的 条 带 和 
一 条 约 200 bp 的 条 带 组 成 。 通 过 对 两 块 96 孔 板 共 
181 个 有 效 克 隆 的 RFLP 带 型 统计 , 带 型 克隆 数 


45 个 ; "E A3 TE v EC 27 个 ; 带 型 五 克隆 数 59 个 ; 
^k A IV vi EXC 50 个 。 
2.4 18S rDNA 序列 比 对 分 析 

为 了 获得 每 一 种 带 型 所 对 应 的 18S rDNA JF 
JJ, 我 们 对 每 种 带 型 随机 挑 取 了 3 个 克隆 进行 测 
序 。 测 序 结果 去 掉 引 物 序 列 后 提交 到 GenBank ( 表 
1)。 所 得 序列 在 NCBI 进行 blastn EOS], 结果 如 表 1 
所 示 。 带 型 [对 应 的 18S rDNA 序列 与 已 知 的 来 目 
伪 披 发 虫 的 序列 相似 性 为 100.0% ; 带 型 对 应 的 
序列 与 已 知 的 来 自 全 团 毛 虫 的 序列 相似 性 为 
94.8% ; 们 型 亚 对 应 的 序列 与 已 知 的 来 自 全 鞭毛 虫 
的 序列 相似 性 为 99.2% ; 带 型 了 对 应 的 序列 与 已 知 
的 来 自 旋 披 发 虫 的 序列 相似 性 为 99.2%。 在 4 种 
RFLP 带 型 中 , WA I, MAN 与 已 报道 的 序列 相 
似 性 较 高 , 均 在 99.0% VA E, 带 型 开 与 已 报道 的 序 
列 相 似 性 较 低 仅 为 94. 8% 。 在 18S rDNA 文库 的 
181 个 有 效 克 隆 中 含有 伪 披 发 虫 18S rDNA si PEZ 
45 个 , 全 鞭毛 虫 克隆 数 S6, JERKA E EZ 50 个 。 
以 数量 最 少 的 伪 氢 发 虫 18S rDNA 克隆 数 为 基数 ， 
各 鞭毛 虫 的 克隆 数 比 值 为 伪 披 发 虫 : 全 叶 毛 虫 : 旋 披 
AO -1.0:1.9:1.1( E] 3), 
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图 2 18S rDNA 文库 克隆 Hae 耳 酶 切 分 型 结果 
Fig. 2 RFLP patterns of Haelll digested 18S rDNA clones 
M: DNA 分 子 量 标 准 物 DL2000 DNA molecular marker DL2000; 2 - 17: 随机 挑 取 克隆 PCR 产物 经 限制 性 内 切 酶 消化 后 电泳 条 带 Electrophoresis 
pattern of PCR products digested by restriction enzyme. I, II, M, IV: RFLP 9778 RFLP patterns. 


表 1 18S rDNA 文库 RFLP 带 型 对 应 克隆 序列 比 对 结果 
Table 1 Blastn search results of clones with different RFLP patterns 


pA v a: 序列 来 源 

Clone code Organism source of the sequence 
Cf a6 伪 披 发 虫 Pseudotrichonympha grassii 
Cf g8 AMEE Holomastigotoides mirabile 
Cf al2 4r WE -E n. Holomastigotoides mirabile 
Cf e7 旋 披 发 虫 Spirotrichonympha leidyi 


2.5 细胞 计数 和 18S rDNA 文库 获得 鞭毛 虫 比 例 
的 比较 

将 细胞 计数 和 18S rDNA 分 析 获 得 的 各 鞭毛 虫 
数 以 伪 披 发 虫 头 数 为 基数 进行 均一 化 处 理 ， 比 较 两 
种 方法 所 反映 的 著 毛 虫 相对 数量 ( 图 3) 。 结 果 显 示 
18S rDNA 文库 中 每 种 18S rDNA 的 克隆 数 能 在 一 定 
程度 上 反映 只 毛虫 群落 结构 。 如 图 3 所 示 , 对 于 细 
胞 较 大 的 伪 披 发 由 和 全 鞭毛 虫 ， 细胞 计数 和 18S 
rDNA 文库 获得 的 比例 基本 一 致 。 
2.6 ”台湾 乳白 蚁 肠 道 鞭毛 虫 系统 进化 分 析 

根据 NCBI 3538 BJ2K A Cft 8-5 R B 188 rDNA 
序列 构建 了 系统 发 育 树 ， 从 图 4 上 可 以 看 出 本 研究 
获得 的 4 条 18S rDNA 序列 聚 成 3 S, Hh Cf al2 
和 Cf 8 Bj 4 "E -E m mW — WS T 
Holomastigotoididae ; Cf e7 -5 jE H £ E Ej, — d Je 
于 Trichonymphidae; Cf a6 Ej; Jd A E R R — jA Je 
于 Teranymphidae 


3 讨论 
通过 形态 特征 鉴定 了 台湾 乳白 蚁 肠 道 中 的 3 种 


RFLP 带 型 相似 性 (% ) GenBank 登录 号 
RFLP pattern Similarity GenBank accession no. 
I 100. 0 AB262486 
II 94.8 JN585011 
TII 99.2 JN585010 
IV 99.9 JN585012 

íi a 细胞 计数 
TE Cell counting 


D 18S rDNA 文库 
18S rDNA clone libraries 


比例 Ratio 





JERE 


Pseudotrichonympha grassii Holomastigotoides mirabile Spirotrichonympha leidyi 


图 3 细胞 计数 和 18S rDNA 文库 获得 3 种 办 毛虫 比例 的 比较 


Fig. 3 Comparison of the ratios of each flagellate derived 


TS A E 全 办 毛虫 


from cell counting and 18S rDNA clone libraries 
18S rDNA 文库 中 获得 的 带 型 下 和 带 型 亚 均 认为 是 形态 鉴定 中 确认 
HERRER; 3 种 鞭毛 虫 的 数量 都 以 伪 披 发 虫 的 数量 为 基准 进行 均 
一 化 处 理 。Both type I and II obtained from 18S rDNA libraries 





belong to Holomastigotoides mirabile. The numbers of three flagellates are 


normalized according to the number of Pseudotrichonympha. grassi. 


WER, SEERA HART GISELE BUE SCR 
虫 种 类 一 致 Yoshimura, 1995) 。 乳 日 蚁 属 内 不 同 
种 日 蚁 肠 道 内 鞭毛 忠 不 随地 理 位置 的 变化 而 改变 ， 
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图 4 根据 18S rDNA 序列 构建 的 系统 发 育 树 
Fig.4  Phylogenetic tree constructed from 18S TDNA sequences 
用 MEGA 绘制 Neighbor Joining 进化 树 , 节点 处 的 数字 为 500 次 自 举 检测 得 到 的 置信 和 度 。 粗 体 代 码 表示 在 本 研究 中 获得 的 序列 ; 其 他 序列 均 来 
E] NCBI, Phylogenetic tree is built using Neighbor-Joining method in MEGA followed by 500 replicates bootstrap resampling. Numbers above the branches 


denote the bootstrap support value. Codes in bold represent sequences obtained in this study, while others are retrieved from NCBI. Holomastigotoides 
mirabile ( AB032212 ) ; Spirotrichonymphella sp. ( AB183881) ; Spirotrichonympha leidyi ( AB032213) ; Pseudotrichonympha grassii ( AB262486 ) ; 
HsL15 Eucomonympha sp. ( AB032235); HsL14 Eucomonympha sp. ( AB032232); HsL3 Eucomonympha sp. ( AB032231). 


文 持 这 些 甘 毛虫 与 日 蚁 宿主 的 平行 演化 学 说 ( 李 现 
等 , 1999)。 用 光学 显微镜 对 著 毛 虫 进行 形态 鉴定 
时 能 够 比 用 扫描 电子 显微镜 观察 到 更 多 的 形态 特 
征 。 在 光学 显微镜 下 由 于 光线 能 够 穿 透 针 毛虫 细胞 
所 以 能 够 进行 较 好 的 形态 鉴定 。 对 样品 进行 扫描 电 
子 显微镜 观察 时 ,由 于 细胞 表面 鞭毛 的 遮挡 一 些 形 
态 特 征 观 察 不 到 ( 如 唉 、 著 毛 带 ) ， 只 能 从 细胞 的 外 
形 和 大 小 进行 辨别 , 容易 造成 误差 。 

运用 18S rDNA 结合 RFLP 进行 鞭毛 虫 群落 研 
究 结 果 与 形态 鉴定 的 结果 一 致 , 但 更 能 反映 肠 道 鞭 
毛虫 的 多 样 性 。 通 过 RFLP 在 构建 的 鞭毛 虫 18S 
rDNA 文库 中 获得 了 4 种 带 型 , 经 序列 比 对 发 现 有 3 
种 与 已 报道 的 序列 同 源 性 在 99% 以 上 , 但 带 型 开 所 
代表 的 18S rDNA 序列 与 已 知 的 来 自 全 对 毛 虫 的 序 
列 相似 性 不 到 95% 。 在 构建 的 系统 发 育 树 中 可 见 
^i A3 IL rfe aed] vupE Cf g8 虽然 与 全 办 毛虫 聚 为 一 
类 但 是 分 文 较 早 ， 是 一 种 不 同 的 系统 发 育 型 。 
Harper 等 (2009 ) 研究 了 来 源 于 不 同日 蚁 的 鞭毛 虫 ， 
通过 比较 来 源 于 Coronympha 属 的 4 种 纵 毛 虫 185 
rDNA 序列 发 现 这 些 具 有 生殖 隔离 的 不 同 种 鞭毛 忠 
18S rDNA 相似 性 均 超 过 96% ， 而 且 从 形态 上 很 难 
区 分 这 4 种 鞭毛 虫 。 克 隆 Cf g8 所 代表 的 鞭毛 虫 是 
否 是 全 鞭毛 虫 属 的 一 个 新 种 , 它 与 已 报道 的 全 鞭毛 
虫 是 否 存在 生殖 隔离 , 这 些 还 需要 进一步 的 研究 。 

对 于 细胞 较 大 的 伪 披 发 由 和 全 织 毛 虫 , 细胞 计 
数 和 18S rDNA 文库 获得 的 比例 基本 一 致 ,但 对 于 


细胞 较 小 但 数量 最 多 的 旋 披 发 虫 , 18S rDNA 文库 
获得 的 克隆 比例 要 少 于 细胞 计数 的 比例 。 这 可 能 是 
因为 在 伪 披 发 虫 和 全 办 毛虫 这 些 细胞 较 大 的 鞭毛 虫 
中 存在 额外 的 细胞 核 或 多 倍 体 基 因 组 (Lingle and 
Salisbury, 1995) , 造成 进行 PCR 扩 增 时 模板 量 的 增 
M, 最 终 导 致 文库 中 克隆 数 的 增加 。 

综 上 所 述 , 光学 显微镜 形态 鉴定 及 细胞 计数 能 
够 较 直 观 地 人 研究 肠 道 鞭毛 虫 的 种 类 和 数量 , 但 由 于 
形态 特征 的 限制 不 能 区 分 形态 上 相似 的 鞭毛 虫 种 
类 。 扫 描 电子 显微镜 形态 鉴定 受 样品 处 理 方 法 的 制 
约 ， 只 能 从 细胞 大 小 和 形状 上 对 上 鞭毛 虫 进 行 鉴定 ， 
在 研究 较 复 杂 的 群落 时 可 能 产生 较 大 的 误差 ,而且 
不 能 对 各 种 具 毛 虫 的 数量 进行 统计 。18S rDNA à 
隆 文库 RFLP 分 型 分 析 能 够 不 受 细胞 形态 特征 的 限 
制 研究 群落 结构 ,能 够 通过 分 子 标记 的 序列 分 析 反 
映 物种 多 样 性 和 物种 丰 度 。 虽 然 在 多 样 性 上 185 
rDNA 分 子 标记 较 形态 鉴定 能 反映 更 高 的 多 样 性 ， 
但 由 于 物种 间 DNA 量 的 差异 18S rDNA 分 子 标记 在 
物种 丰 度 人 研究 上 存在 较 大 误差 。 结 合 光 学 显微镜 形 
态 鉴 定 和 18S rDNA 克隆 文库 RFLP 分 型 分 析 两 种 
方法 能 够 比较 准确 地 反映 白蚁 肠 道 鞭毛 忠 群 落 
结构 。 
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